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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Glutamatergic responses in developing jaw-closing motoneuron dendrites」
について、上記の主査１名、副査２名が個別に審査を行った。 
三叉神経運動ニューロンは発達した樹状突起を有し、大脳皮質由来の下行性入力や感覚入力、
パタン発生器からの入力など極めて多様な入力を受けるが、その入力が細胞体でどのような応答
を示す不明である。また、吸啜から咀嚼への摂食行動変化に伴う応答に関しても不明である。本
研究では、ラット咬筋運動ニューロン（MMN）を用い、グルタミン酸刺激に対する膜電位応答の
解析により、樹状突起から細胞体への伝導過程とその発育変化について生後２−５日齢（無歯顎
期）と９−１２日齢（歯牙萌出期）ラットを用いて検索した。その結果、グルタミン酸刺激によ
る MMN 樹状突起での脱分極応答は、生後発育とともに減少し、ステップ状の振幅の増加の発生の
減少することが示された。以上の結果から、この発育変化は、無歯顎期から歯牙萌出期に移行す
る際の行動変化に関連があることが示唆された。 
 
本論文の審査において、副査の飯島委員および美島委員から多くの質問があり、その一部とそ
れらに対する回答を以下に示す。 
 
飯島委員の質問とそれらに対する回答：  
１．成長発育に伴う閉口筋活動の生後変化と NMDA 受容体の性質の生後変化の関連についてど
のように考えるか。 
(生後２～５日齢咬筋運動ニューロンの興奮が NMDA 受容体の活性化により低レーザー刺激時
にみられる小さな脱分極と強いレーザー刺激時にみられる大きな脱分極の２つのモード（NMDA 
spike）を示すことが明らかとなった。一方、生後 9~12 日齢ではレーザー刺激の強さに応じて段
階的に脱分極応答が増加した。以上の結果から、生後 2~5 日齢にみられる NMDA spike の２つ
のモードが、吸啜中の高いまたは低い咬筋活動に寄与していることが示唆され、一方で未熟な咀
嚼が開始する生後 9~12 日齢でみられた段階的な脱分極応答の増加が、食品の硬さに応じて入力
を咀嚼筋に直線的に伝えるのに役立っていると考えられる。) 
２．biocytin を用いた細胞内染色はどのように行ったのか。 
(biocytin はリジンをビオチン化した低分子物質であり、細胞へ注入することによりすみやか
に細胞内に拡がる性質を持つ。biocytin を発色させることにより、記録した神経細胞の形態学
的特徴、すなわち細胞体や樹状突起および軸索の形態や走行を観察することができる 3)。
biocytin の発色方法は数種類あり、ペルオキシダーゼでラベルしたアビジンやアビジン・ビオ
チン・ペルオキシダーゼ複合体（ABC complex）を biocytin のビオチン部分に結合させ、DAB
（diaminobenzidine tetrahydrochloride）で発色する方法、蛍光色素でラベルしたアビジン  
（主査が記載）  
で処理したのち蛍光顕微鏡で観察する方法などが用いられている。本研究では、蛍光色素
alexa fluor 488 で標識したアビジンを記録ニューロンに反応させ、記録ニューロンの樹状突
起の形態を二光子顕で観察し、得ることが出来た。 ) 
 
美島委員の質問とそれらに対する回答：  
１． 樹状突起の明示により得られると予想される結果は何か。  
(二光子励起顕微鏡システムと高倍率の対物レンズ（16 倍または 40 倍）を用いれば、記録中で
も lucifer yellow などの蛍光色素で標識されたニューロンの樹状突起を三次元的に可視化するこ
とができ、さらに可視化された樹状突起上にレーザーを照射することが可能である。この方法を
用いることによって、1 本の樹状突起上の様々な部位（近位部～遠位部）でのグルタミン酸刺激
によって誘発される電位応答を記録することができ、樹状突起ごとまたは同じ樹状突起では部位
ごとの応答性の違いを解析することが可能となると考えられる。 ) 
２．half duration に影響を与える因子は何か。 
 (本研究では、グルタミン酸刺激により誘発される脱分極応答の half duration が生後 2~5 日齢
と比較して生後 9~12 日齢で有意に減少した。この生後発育に伴う脱分極応答の half duration
の減少には、グルタミン酸受容体数の減少やグルタミン酸受容体を構成するサブユニットの変
化、樹状突起の受動的・能動的性質の変化が関与する可能性が考えられる。) 
２． tetrodotoxin がプレモーターニューロンの活動をブロックする作用機序は何か。  
(tetrodotoxin (TTX)は電位依存性ナトリウムチャネルの拮抗薬である。ニューロンの電位依存性
ナトリウムチャネルがブロックされると、活動電位の発生が抑えられる。したがって、スライス
標本上に TTX を投与すると、咬筋運動ニューロンに軸索を送るプレモーターニューロンの活動
電位を抑えることができる。すなわち、プレモーターニューロンの興奮から起こる咬筋運動ニュ
ーロンへのシナプス入力を遮断することができる。そうすることにより、グルタミン酸によるプ
レモーターニューロンの活動の影響を考慮することなく、樹状突起へのグルタミン酸刺激で誘発
される脱分極応答を解析することが可能であると考えられる。 ) 
 
両副査は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
 
主査 明治委員の質問とそれらに対する回答：  
１． 生後２−５日齢と９−１２日齢における応答の違いは何に起因するのか。 
(反応性の違いには以下の３つの可能性があると考えられる、１、MNDA 受容体の発現量等の変化
という神経細胞の機能的変化、２、神経細胞には２つの種類があり、経時的にその細胞数の割合
が変化してくる可能性、３、神経細胞周囲の環境変化に伴う細胞機能や細胞数の変化。本研究で
は明らかにされていないが、今後解析するべき研究項目であると考える。) 
主査の明治委員は、両副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張を
さらに確認するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。  
（主査が記載） 
